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กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BAC-008 
วธีิปฏิบติั (Work instruction) 
เรื�อง การเพาะเลี�ยงเชื�อแบคทีเรียจากสิ�งส่งตรวจ 

ทบทวน/แกไ้ขครั� งที�  18 หนา้  K/11 

 

บันทกึการแก้ไขเอกสาร 

 

วนัที/ แก้ไขครั0งที/ บันทกึการแก้ไข 

8 ก.ค. LMNO 0 ทบทวนโดย นายบรรเลง ปัญจบุรี 
-  ไม่มีการแกไ้ข 

LK ก.ย. LMNP K แกไ้ขผูอ้นุมติั 
L ต.ค. LMNQ L ทบทวน ไม่มีการแกไ้ข 
1 เม.ย.LMMK 3 แกไ้ขรูปแบบวธีิปฏิบติัการตามขอ้กาํหนด ISO 15189 และอนุมติัใช ้

-   เปลี�ยนรหสัเอกสารจาก WI-LAB-009   เป็น  WI-BAC-008    
-   แกไ้ขผูท้บทวน จากนกัเทคนิคการแพทย ์       เป็น ผูจ้ดัการวชิาการ 
-   แกไ้ขผูอ้นุมติั จากหวัหนา้กลุ่มงานพยาธิวทิยา เป็น ผูจ้ดัการคุณภาพ 

15 ก.ย. LMMK N -  แกไ้ขรูปแบบวธีิปฏิบติัให้เป็นไปตามขอ้กาํหนด ISO 15189 
  5 มิ.ย. 2552 5 -  แกไ้ขรูปแบบวธีิปฏิบติัให้เป็นไปตามขอ้กาํหนด ISO 15189 

1 เม.ย.LMM3 6 ทบทวน ไม่มีการแกไ้ข 
1 ต.ค. LM53 7 -  เพิ�มเติมหนา้ 8/8 ขอ้ 10. วธีิการควบคุมคุณภาพ “ E.coli antiserum 

ทดสอบกบั E.coli type I,II และ III …” 
-  เพิ�มเติมหนา้ 8/8 ขอ้ 19. เอกสารอา้งอิง (Reference) “FR-LAB-196 
   (เอกสารบนัทึกการควบคุมคุณภาพนํ�ายา Antiserum)” 

1 มี.ค. LM55 8 ทบทวน ไม่มีการแกไ้ข 
1 ส.ค. LM55 9 -  แกไ้ขชื�อกลุ่มงานพยาธิวทิยาเป็น”กลุ่มงานเทคนิคการแพทย”์ 

-  แกไ้ขรายละเอียดและคาํผิดหนา้ 5/10 ถึงหนา้ 7/10 ขอ้ 9.2.1. การ 
   เพาะเลี�ยงเชื�อแบคทีเรีย 
-  เพิ�มเติมรายละเอียดของสิ�งส่งตรวจจาก Genital ในตารางหนา้ 8/10  
-  เพิ�มเติมรายละเอียดหนา้ 9/10 เรื�อง “หลกัเกณฑใ์นการรายงานปริมาณ 
   เชื�อแบคทีเรีย”  
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กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BAC-008 
วธีิปฏิบติั (Work instruction) 
เรื�อง การเพาะเลี�ยงเชื�อแบคทีเรียจากสิ�งส่งตรวจ 

ทบทวน/แกไ้ขครั� งที�  16 หนา้  2/11 

 

บันทกึการแก้ไขเอกสาร 

 

วนัที/ แก้ไขครั0งที/ บันทกึการแก้ไข 

K ก.ย. LM56 10 - แกไ้ขรายละเอียดหนา้ 6/11 ขอ้ 9.2.1.1 เครื�องตรวจหาเชื�อในเลือดแบบ 
  อตัโนมติั(BACTEC 9240) เป็น เครื�องตรวจหาเชื�อในเลือดแบบ 
  อตัโนมติั(VersaTREK) 

K ก.ย. LM57 K1 ทบทวน ไม่มีการแกไ้ข 
K ก.ย. LM58 12 ทบทวน ไม่มีการแกไ้ข 
K ส.ค. LM59 13 ทบทวน ไม่มีการแกไ้ข 
K ก.ย. LM60 14 ทบทวน ไม่มีการแกไ้ข 
K ก.ย. LM61 15 - แกไ้ขรายละเอียดหนา้ 6/11 ขอ้ 9.2.1.1 เครื�องตรวจหาเชื�อในเลือดแบบ 

  อตัโนมติั(VersaTREK) เป็น เครื�องตรวจหาเชื�อในเลือดแบบ 
  อตัโนมติั(DL-Bt240) 

 1 เม.ย. 2562 16 -แกไ้ขใหเ้ป็นไปตามขอ้กาํหนดตามผลการประเมินระบบ ISO 15189 : 
2012 และ ISO 15190 : 2003 

1 เม.ย. 2563 KO - ทบทวน ไม่มีการแกไ้ข 
1 ก.พ. 2564 KP - แกไ้ขชื�อทบทวนจากนางสาวกนกวรรณ ใจพิงค ์เป็นนางสาวศิริพร 

นนัตา 
- แกไ้ขชื�อผูอ้นุมติัจากนายบรรเลง ปัญจบุรี เป็นนายครรชิต กิติมา 
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กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BAC-008 
วธีิปฏิบติั (Work instruction) 
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การเพาะเลี0ยงเชื0อแบคทเีรียจากสิ/งส่งตรวจ 
 

1. วตัถุประสงค์การทดสอบ  
เพื�ออธิบายการเพาะเลี�ยงเชื�อเชื�อแบคทีเรียจากสิ�งส่งตรวจ  เพื�อช่วยในการวนิิจฉยัเชื�อ

แบคทีเรีย  สาํหรับเจา้หนา้ที�ผูป้ฏิบติังานทางดา้นจุลชีววิทยา 
 

9.  นิยามและคําย่อ 

        - TCBS       = TCBS Agar   

        - SS             = SS Agar 

        - MAC        = MacConkey Agar      

        - BA            = Blood Agar   

        - CA            = Chocolate Agar   

 

I. หลกัการทดสอบ 

- 

K. รายละเอยีดที/ต้องตรวจสอบ 
4.1 ค่าความเป็นเส้นตรง 

-  
4.2 ค่าความแม่นยาํ 

- 
4.3 ค่าความถูกตอ้ง 

- 
4.4 ค่าความไม่แน่นอน 

- 
4.5 ขอ้จาํกดัของการทดสอบ 

- 
4.6 ระยะของการวดั 

- 



 

เอกสารนี� เป็นสมบติัของโรงพยาบาลลาํพนู หา้มนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํ� าโดยไมไดรั้บอนุญาต 

 

 

 
 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BAC-008 
วธีิปฏิบติั (Work instruction) 
เรื�อง การเพาะเลี�ยงเชื�อแบคทีเรียจากสิ�งส่งตรวจ 
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4.7 ค่าจริงของการวดั 

- 
4.8 ความไว 

- 
4.9 ความจาํเพาะ 

- 
        

5. สิ/งส่งตรวจและรายละเอียดที/ต้องตรวจสอบ 
เลือด นํ� าไขสันหลงัและนํ� าจากส่วนต่าง ๆ ของร่างกาย  ปัสสาวะ อุจจาระ เสมหะ หนอง แผล ฝี 

ต่าง ๆ ( QP-LAB-001)   
 

6. ประเภทของภาชนะบรรจุและสารที/ใช้เกบ็ตัวอย่าง 
6.1 เลือด                      ใส่ในขวด Hemoculture 
6.2 นํ�าไขสันหลงัและนํ�าจากส่วนต่าง ๆ ของร่างกาย  

   ใส่ในขวดปากกวา้งมีฝาปิดที�สะอาดแหง้และปราศจากเชื�อ ปิดฝาใหส้นิท 
6.x ปัสสาวะ                ใส่ในขวดปากกวา้งมีฝาปิดที�สะอาดแหง้ และปราศจากเชื�อ ปิดฝาใหส้นิท 
6.N อุจจาระ                  ใส่ขวดที�บรรจุอาหาร Cary-Blair Transport Medium 
6.M.เสมหะ                   ใส่ในขวดปราศจากเชื�อ  
6.{ ลาํคอ                     ใส่ขวดที�บรรจุอาหาร Stuart Transport Medium 
6.O หนอง แผล ฝี ต่างๆ ใส่ขวดที�บรรจุอาหาร Stuart Transport Medium 

ปฏิบติัตาม  (QP-LAB-001)   
 

7. เครื/องมือและนํ0ายาที/ใช้ 
7.K   Loop 
7.2   อาหารเลี�ยงเชื�อ 
7.x   ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
7.N   ปากกาเคมี 
7.5  Biosafety cabinet 
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กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BAC-008 
วธีิปฏิบติั (Work instruction) 
เรื�อง การเพาะเลี�ยงเชื�อแบคทีเรียจากสิ�งส่งตรวจ 
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8. วธีิการสอบเทียบ 
- 

9. วธีิการตรวจวเิคราะห์ 

   9.1. การเกบ็และเตรียมสิ/งส่งตรวจ 
9.1.1  การเก็บอุจจาระหรือเก็บ Rectal Swab โดยใชไ้มพ้นัสําลีปราศจากเชื�อสอดเขา้ทางทวารหนกั

ของผูป่้วย ให้ลึกประมาณ L.M เซนติเมตร หมุนให้ครบรอบแลว้ดึงออกมาใส่ขวดที�บรรจุอาหาร 
Cary-Blair Transport Medium ให้ลึกถึงก้นขวด โดยหักไมส่้วนเกินปากขวดทิ�ง แลว้ปิดขวด 
เขียนชื�อ  นามสกุล  H.N. หอผูป่้วย  ตวัอยา่งสิ�งส่งตรวจ วนัที�เก็บตวัอยา่งใหเ้รียบร้อย 

9.1.2  การเก็บเสมหะ เก็บเสมหะตอนเชา้หลงัจากตื�นนอนใหม่ ๆ โดยให้ผูป่้วยบว้นปากหลาย ๆ ครั� ง
ดว้ยนํ� าธรรมดา ให้ผูป่้วยไอลึก ๆ แรง ๆ  บว้นเสมหะใส่ขวดปราศจากเชื�อ ควรตรวจดูให้แน่ใจ
ว่าเป็นเสมหะไม่ใช่นํ� าลาย ถา้ตอ้งการตรวจ AFB ควรเก็บเสมหะ  x  วนั  ติดต่อกนัโดยใส่ใน
กระป๋องพลาสติก  เขียนชื�อ  นามสกุล  H.N. หอผูป่้วย ตวัอยา่งสิ�งส่งตรวจ วนัที�เก็บตวัอยา่งให้
เรียบร้อยโดยมีซองพลาสติกใส่ในถุงพลาสติกเพื�อให้ผูป่้วยเก็บเสมหะแลว้มีถุงพลาสติกใส่อีก
ชั�น ในการตรวจทางจุลชีววทิยา 

9.1.3  การเก็บสิ�งส่งตรวจจากลาํคอ ใช้ Swab สอดเขา้ไปป้ายบริเวณส่วนหลงัของคอ ต่อมทอนซิล
และบริเวณที�อกัเสบหรือมีหนอง ใส่ไม ้Swab ลงไปใน Stuart Transport Medium ให้ลึกถึงกน้
ขวด หกัไมส่้วนที�ยาวเกินปากขวดทิ�ง ปิดฝาขวด  เขียนชื�อ  นามสกุล  H.N. หอผูป่้วย  ตวัอยา่งสิ�ง
ส่งตรวจ วนัที�เก็บตวัอยา่ง 

9.1.4  การเก็บหนองจากแผลหรืออวยัวะอื�น ๆ ใชไ้ม ้ Swab ที� sterile ป้ายหนองบริเวณแผลใส่ใน 
Stuart Transport Medium ใหลึ้กถึงกน้ขวด  ปิดฝาขวด เขียนชื�อ นามสกุล  H.N. วนัที�เก็บตวัอยา่ง 

9.1.5  การเก็บสิ� งส่งตรวจจากอวยัวะสืบพนัธ์ุ ในผูป่้วยชาย ถ้ามี  Discharge ให้ใช้ Swab ป้าย 
Discharge แลว้ป้ายลงบนอาหารเลี�ยงเชื�อ แต่ถา้ไม่มี Discharge ให้ใช้ Loop สอดลงไปในท่อ
ปัสสาวะใหลึ้กอยา่งนอ้ย L ซม. ดึงออก Streak ลงบนอาหารเลี�ยงเชื�อ ในผูป่้วยหญิง แพทยจ์ะเป็น
ผูเ้ก็บและป้ายลงบนอาหารเลี� ยงเชื�อ หรือป้ายหนองใส่สไลด์  และนาํสไลด์ที�ป้ายหนองใส่ใน
ถุงพลาสติกที�ปิดมิดชิด เขียนชื�อ  นามสกุล  H.N. หอผูป่้วย ตวัอยา่งสิ�งส่งตรวจ วนัที�เก็บตวัอยา่ง 
ก่อนนาํส่งหอ้งปฏิบติัการ 
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9.1.6  การเก็บเลือด ใช้ขวด Hemoculture เจาะเลือดผูป่้วยจากหลอดเลือดดาํ โดยวิธี Sterile 

Technique ปริมาณ K-x ml.ในเด็กหรือ M-K� ml.ในผูใ้หญ่ ใส่ในขวด Hemoculture เขย่าขวด    
เบา ๆ เพื�อใหเ้ลือดกบันํ� ายาเขา้กนัดี เขียนชื�อ นามสกุล H.N.  หอผูป่้วย ตวัอยา่งสิ�งส่งตรวจ วนัที�
และเวลาในการเก็บตวัอยา่ง 

9.1.7  การเก็บปัสสาวะ เก็บปัสสาวะโดยวธีิ  Clean Voided Midstream  ใส่ในขวดปากกวา้งมีฝาปิดที�
สะอาดแห้ง และปราศจากเชื�อ ปิดฝาให้สนิท เขียนชื�อ นามสกุล H.N. หอผูป่้วย ตวัอย่างสิ�งส่ง
ตรวจ วนัที�และเวลาในเก็บตวัอยา่ง 

9.1.8  การเก็บนํ�าไขสันหลงัและนํ� าจากส่วนต่าง ๆ ของร่างกาย ใส่ขวดสะอาดแห้งและปราศจากเชื�อ 
ปิดฝาใหส้นิท เขียนชื�อ นามสกุล H.N.  หอผูป่้วย ตวัอยา่งสิ�งส่งตรวจ วนัที�เก็บตวัอยา่ง 

   ปฏิบติัตาม  (QP-LAB-001)   
 

 9.2 ขั0นตอนการทาํงาน 

9.2.1.    การเพาะเลี0ยงเชื0อแบคทเีรีย 

9.2.1.1   การเพาะเลี�ยงเชื�อแบคทีเรียจากเลือด 
  - เพาะเลี�ยงเชื�อแบคทีเรียจากเลือดเครื�องตรวจหาเชื�อในเลือดแบบอตัโนมติั (DL-Bt240) นาํมา

เพาะเลี� ยงเชื�อแบคทีเรียในกรณีที�เครื� องตรวจหาเชื�อในเลือดแบบ อตัโนมติั (DL-Bt240)) แสดง
หนา้จอวา่พบขวดที� Positive 

- เพาะเลี�ยงเชื�อบน Chocolate Agar, Blood Agar incubate ที� 36±1 องศาเซลเซียสใน
บรรยากาศ M%CO2และ MacConkey Agar Incubate 35±2 องศาเซลเซียส18-24ชม. 
ปฏิบติัตาม SD- BAC -001 บทที� 3 ขั�นตอนการตรวจวนิิจฉยัสิ�งส่งตรวจ หวัขอ้ 3.1 หนา้ 16-18 
 
9.2.1.2. การเพาะเลี�ยงเชื�อแบคทีเรียจากนํ�าไขสันหลงัและนํ�าจากส่วนต่าง ๆ ของร่างกาย 

เพาะเลี�ยงเชื�อบน  Chocolate Agar, Blood Agar Incubate ที� 36±1 องศาเซลเซียสใน
บรรยากาศ M %   CO2  และMacConkey Agar  Incubate ที� 35±2 องศาเซลเซียส 18-24 ชม. 
ปฏิบติัตาม SD- BAC -001 บทที� 3 ขั�นตอนการตรวจวนิิจฉยัสิ�งส่งตรวจ หวัขอ้ 3.2 หนา้ 19-22 
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9.2.1.3. การเพาะเลี�ยงเชื�อแบคทีเรียจากปัสสาวะ 

เพาะเลี� ยงเชื�อบน Blood Agar ,MacConkey Agar โดย Streak แบบ T-pattern เพื�อทาํ 
Colony Count แลว้ Incubate ที� 35±2 องศาเซลเซียส   18-24 ชม.  
ปฏิบติัตาม SD- BAC -001 บทที� 3 ขั�นตอนการตรวจวนิิจฉยัสิ�งส่งตรวจ หวัขอ้ 3.3 หนา้ 23-26 

 
9.2.1.4. การเพาะเลี�ยงเชื�อแบคทีเรียจากระบบทางเดินอาหาร 

1. Direct Plate  
-เพาะเลี�ยงเชื�อบน MacConkey Agar (ในกรณีที�ผูป่้วยที�เป็นเด็กอายุต ํ�ากวา่ L ปี) SS Agar 

และลง TCBS Agar Incubate 35±2 องศาเซลเซียส 
2. Enrichment    
-เพาะเลี� ยงเชื�อแบคทีเรียจากสิ�งส่งตรวจลงใน  Rappaport-Vassiliadis (RV) enrichment 

Broth   Incubate ที�อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 18-24 ชม.  จากนั�นเพาะเลี�ยงเชื�อบน SS Agar 
Incubate ที� 35±2 องศาเซลเซียส 18-24 ชม. 

- เพาะเลี�ยงเชื�อแบคทีเรียจากสิ�งส่งตรวจลงใน Alkaline peptone water Incubate 35 องศา
เซลเซียส 18-24 ชม. จากนั�นเพาะเลี�ยงเชื�อบน TCBS Agar Incubate ที� 35±2 องศาเซลเซียส 18-24 
ชม. 
ปฏิบติัตาม SD- BAC -001 บทที� 3 ขั�นตอนการตรวจวนิิจฉยัสิ�งส่งตรวจ หวัขอ้ 3.4 หนา้ 27-30  
 
9.2.1.5. การเพาะเลี�ยงเชื�อแบคทีเรียจากระบบทางเดินหายใจส่วนบน (Throat swab) 

 เพาะเลี�ยงเชื�อบน Chocolate Agar, Blood Agar 36±1 องศาเซลเซียสในบรรยากาศ M %   
CO2  และMacConkey Agar  Incubate 35±2 องศาเซลเซียส 18-24 ชม. 
ปฏิบติัตาม SD- BAC -001 บทที� 3 ขั�นตอนการตรวจวนิิจฉยัสิ�งส่งตรวจ หวัขอ้ 3.4 หนา้ 31-37  
 
9.2.1.6. การเพาะเลี�ยงเชื�อแบคทีเรียจากระบบทางเดินหายใจส่วนล่าง (Sputum) 

เพาะเลี�ยงเชื�อบน     Chocolate Agar, Blood Agar 36±1 องศาเซลเซียสในบรรยากาศ M %   
CO2  และMacConkey Agar  Incubate 35±2 องศาเซลเซียส 18-24 ชม. 
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ปฏิบติัตาม SD- BAC -001 บทที� 3 ขั�นตอนการตรวจวนิิจฉยัสิ�งส่งตรวจ หวัขอ้ 3.4 หนา้ 31-37 
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9.2.1.7. การเพาะเลี�ยงเชื�อแบคทีเรียจากระบบสืบพนัธ์ุ 

เพาะเลี�ยงเชื�อบน     Chocolate Agar, Blood Agar 36±1 องศาเซลเซียสในบรรยากาศ M %   
CO2  และMacConkey Agar  Incubate 35±2 องศาเซลเซียส 18-24 ชม. 
ปฏิบติัตาม SD- BAC -001 บทที� 3 ขั�นตอนการตรวจวนิิจฉยัสิ�งส่งตรวจ หวัขอ้ 3.5 หนา้ 38-43 
 
9.2.1.8. การเพาะเลี�ยงเชื�อแบคทีเรียจากหนอง แผล ฝี ต่าง ๆ 

 เพาะเลี�ยงเชื�อบน  Chocolate Agar, Blood Agar 36±1 องศาเซลเซียสในบรรยากาศ M %   
CO2  และMacConkey Agar  Incubate 35±2 องศาเซลเซียส 18-24 ชม. 
ปฏิบติัตาม SD-BAC-001 บทที� 3 ขั�นตอนการตรวจวนิิจฉยัสิ�งส่งตรวจ หวัขอ้ 3.6 หนา้ 44-46  
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กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BAC-008 
วธีิปฏิบติั (Work instruction) 
เรื�อง การเพาะเลี�ยงเชื�อแบคทีเรียจากสิ�งส่งตรวจ 

ทบทวน/แกไ้ขครั� งที�  18 หนา้  9/11 

 

วธีิลงอาหารเลี0ยงเชื0อ 

 

Specimen อาหารเลี0ยงเชื0อและวธีิเพาะเชื0อ 

STOOL 

 

 

URINE 

SPUTUM 

THROAT 

PUS 

GENITAL 

FLUID 

CSF 

BLOOD 
 

ลง SS และTCBS เด็กอายุตํ/ากว่า 9 ปี ลง MAC ด้วย                                                                 

จุ่ม Swab ลงใน Rappaport-Vassiliadis (RV) enrichment Broth  
และ Alkaline Peptone Water  

ลง BA, MAC, และทาํ Colony count ด้วย 

ลง BA, CA( Incubate CO2 5-10 %) และ MAC  

ลง BA, CA( Incubate CO2 5-10 %) และ MAC  

ลง BA, CA( Incubate CO2 5-10 %) และ MAC  

ลง BA, CA ( Incubate CO2 5-10 %) และ MAC  

ลง BA, CA( Incubate CO2 5-10 %) และ MAC  

ลง BA, CA( Incubate CO2 5-10 %) และ MAC  

ลง BA, CA( Incubate CO2 5-10 %) และ MAC  

 

หมายเหตุ   TCBS       = TCBS Agar   

                     SS             = SS Agar 

                                 MAC        = MacConkey Agar      

                     BA            = Blood Agar   

                                CA            = Chocolate Agar   
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หลกัเกณฑใ์นการรายงานปริมาณเชื�อแบคทีเรีย 

Report  If the observation is growth 

1+ or few In first quadrant only ,ignoring a few colonies in the second quadrant 

2+ or moderate Up to second quadrant,ignoring a few colonies in the next quadrants 

3+ or numerous Up to third quadrant,ignoring a few colonies in the fourth quadrant 

4+ or numerous Up to fourth quardrant 

Number + CFU/ml For urine and quantitative cultures 

Number + CFU For intravascular catheter tips 

** Clinical Microbiology Procedures Handbook 2nd Edition,2004 
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 10. วธีิการควบคุมคุณภาพ 

-  
11.  สิ/งรบกวนการทดสอบ  

- 

12. หลกัการของวธีิการคํานวณผล รวมทั0งความไม่แน่นอนของการวดั 

   - 

13. ค่าอ้างองิในคนปกติ 

- 

14. ขอบเขตของค่าของผู้ป่วยที/รายงาน 

    - 

15. ค่าวกิฤต 

           - 

16. การรายงานและการแปลผลการทดสอบ 

           - 

17. ข้อควรระวงัเพื/อความปลอดภัย 
               - ปฏิบติัตามหลกัสากลในการปฏิบติังานเกี�ยวกบัโรคติดเชื�อ   
 
18. สิ/งที/เป็นสาเหตุของความแปรปรวน 

   - 
19. เอกสารอ้างองิ (Reference)   
                SD-BAC-001 (คู่มือการปฏิบติังานแบคทีเรีย สาํหรับโรงพยาบาลศูนยแ์ละโรงพยาบาลทั�วไป ) 
  
 
 
 
 




